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Summary
Cell energy balance is tightly regulated by aMPK, which becomes activated to 
increase energy production and inhibit energy-consuming processes. Based on this 
crucial role, aMPK has been intensively studied as a signaling-hub controlling both cell 
growth and metabolism. MnK1 emerged from a screening for novel aMPK substrates. 
MnK1 stands out as a known regulator of mrna translation and therefore its potential 
functional connection to aMPK was comprehensively investigated in this thesis, entitled 
”The AMPK-MNK1 signaling axis”.
Upon phosphorylation by upstream kinases and stimulated by allosteric activators, 
aMPK adjusts energy balance via enhancing catabolism of (stored) fuels (e.g. glucose/
fatty acid uptake, oxidation) and inhibiting anabolic processes (e.g. glycogen synthesis, 
storage). However, the exact role of aMPK in cell growth and survival is presently under 
discussion. We have identified a potential novel aMPK-target in this thesis, MnK1, a 
well-known regulator of the translation initiator factor 4e (eiF4e) and therefore an 
interesting cancer therapy target. thus, a general introduction focused on the two key 
players in the thesis: aMPK and MnK1 (Chapter 1).
in order to investigate and reveal diverse roles of aMPK in various diseases, different 
study methods have been developed. as a summary for in vitro study, methodological 
insights into production of aMPK as a heterotrimeric protein, its biochemical 
characterization and cellular signaling studies were included in this thesis (Chapter 2). 
notably, a workflow was described that specifies the necessary steps for novel aMPK-
target identification and their validation in cell-free and cellular systems. 
Using the protocol above, MnK1a was identified as a target of aMPK both in in vitro 
kinase assays and in the cellular environment (Chapter 3). MnK1a serine 353 (s353) was 
identified as the target phospho-site and its phosphorylation was facilitated by prior 
t-loop activation. in cells, MnK1a was found to be a physical binding partner of aMPK 
and the functional modification of MnK1a at s353 turned out to enhance its kinase 
activity toward eiF4e phosphorylation. these findings describe a novel signaling branch 
of aMPK in mrna translation and cell growth control.
the function of aMPK-mediated MnK1a-s353 phosphorylation in cell proliferation 
was then investigated (Chapter 4). in this regard it is important to note that the functional 
consequences of eiF4e phosphorylation for translational initiation as yet have not been 
clarified. although a rate-limiting factor in translation initiation, upregulation of eiF4e 
phosphorylation by over-expression of MnK1as353D (a phosphorylation-mimicking 
mutant) did not conclusively show induction of global mrna translation compared to 
wild-type MnK1a. However, overexpression of MnK1as353D increased the sensitivity of 
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cells to rapamycin, as evidenced by lower growth rate. Conversely, MnK1as353D expression 
resulted in higher metabolic stress-resistance, reflected in decreased cell death rate 
under conditions of glucose deprivation. these data begin to identify aMPK-MnK1a 
signaling as a functional axis contributing to cell proliferation and survival control in 
response to stress. at the molecular level, we found that erK regulates aMPK-mediated 
MnK1a phosphorylation and participates in the formation of stable ternary aMPK-
MnK1a-erK complex.
the hitherto unknown chromatin-association of MnK1a and aMPK indicated their 
potential involvement in transcription regulation (Chapter 5). nuclear abundance of 
MnK1a upon metabolic stress was found to mediate aMPK-chromatin binding, in which 
also erK appears to play a regulatory role. Localization of proteins to chromatin often is 
associated with transcriptional control. aMPK-MnK1a regulated the basal immediate 
early eGr1 gene expression and both physically interacted with the eGr1 protein at the 
level of chromatin. such eGr1 complexes may be involved in the regulation of the second 
phase of adaptive transcriptional responses or may be associated with transcription-
coupled processes that govern adaptive responses.
selected topics were finally discussed in relation to the main findings of this thesis 
(Chapter 6). the current knowledge of eiF4e in cell growth control and the involvement 
of aMPK, MnK1 and mtor were reviewed. the potential involvement of MnK1a in 
regulation of cell growth was explored in relation to its activation mechanism. Concerning 
the role of aMPK-MnK1 in signaling transduction, the inhibitory cross-talk between 
LKB1-aMPK and raf-MeK-erK was summarized as an extended remark. the potential of 
(co)transcriptional regulation was hypothesized for the aMPK-MnK1a-erK complex in 
nucleus.
in conclusion, this thesis present a new aMPK signaling branch to MnK1a that 
controls cell division and growth and provides novel insights in MnK1a function that 
pave the way to further explore the regulatory mechanisms of gene transcription and 
mrna translation.
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Samenvatting
De energie balans van een cel wordt strikt gereguleerd door aMPK, een eiwit dat, 
wanneer geactiveerd, de productie van energie verhoogt en energieverbruikende 
processen remt. Vanwege deze cruciale rol wordt aMPK intensief bestudeerd als een 
knooppunt van regulering van zowel celgroei als metabolisme. in een biochemische 
screening voor nieuwe aMPK substraten kwam MnK1a naar voren. omdat MnK1 
bekend staat als een regulator van mrna translatie zijn potentieel functionele 
verbindingen met aMPK uitgebreid onderzocht in dit proefschrift, getiteld “The AMPK-
MNK1 signaling axis”.
na fosforylering door eerder geplaatste signaalkinases en gestimuleerd door 
allosterische activatoren, past aMPK de cellulaire energiebalans aan via het verhogen 
van afbraak van (opgeslagen) brandstoffen (bijv. opname en/of verbranding van glucose/
vetzuren ) en het remmen van anabolisme (bijv. glycogeen synthese, opslag). echter, hoe 
exact aMPK celgroei en overleving reguleert is nog steeds onderwerp van veel discussie. 
We beschrijven een potentieel nieuw aMPK-target in dit proefschrift, MnK1, een 
bekende regulator van de translatie initiatie factor 4e (eiF4e) en daarom een interessant 
doelwit voor kankertherapie. in de algemene inleiding worden de huidige kennis over 
beide belangrijke spelers, aMPK en MnK1, beschreven (Hoofdstuk 1).
om de diverse functies van aMPK in verschillende ziekten te onderzoeken en 
begrijpen zijn verschillende werkwijzen ontwikkeld. Bij wijze van samenvatting van in 
vitro onderzoeksmethoden, zijn inzichten in de productie van aMPK als een heterotrimeer 
eiwit, de biochemische karakterisering en cellulaire signalering ervan opgenomen in dit 
proefschrift (Hoofdstuk 2). Met name werd een workflow beschreven die de essentiele 
stappen voor identificatie van nieuwe aMPK-targets en hun validatie in cel-vrij en 
cellulaire systemen specificeert.
Gebruikmakend van een derrgelijk protocol werd MnK1a geïdentificeerd als een 
aMPK-target, zowel in in vitro kinase-assays als in cellulaire essays (Hoofdstuk 3). MnK1a 
serine 353 (s353) werd geïdentificeerd als het belangrijkste aminozuurresidue voor 
fosforylering door aMPK, die gefaciliteerd wordt door t-loop activering. in cellen blijkt 
MnK1a een  fysieke bindingspartner van aMPK en de fosforylering van MnK1a-s353 
bleek de kinase-activiteit van MKn1a richting eiF4e te verhogen. Deze bevindingen 
beschrijven een nieuwe signaleringsas vanuit aMPK in de context van regulering van 
mrna translatie en celgroei.
De functie van aMPK-gemedieerde MnK1a-s353 fosforylering in celproliferatie werd 
vervolgens onderzocht (Hoofdstuk 4). in dit verband is het belangrijk op te merken dat 
de functionele gevolgen van eiF4e fosforylering voor translatie-initiatie nog niet geheel 
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opgehelderd zijn. ofschoon een snelheidsbeperkende stap in translatie-initiatie, lijkt 
toename van eiF4e-fosforylering als gevolg van overexpressie van MnK1as353D (een 
mutatie die op fosforylering lijkt) vooralsnog niet overtuigend tot een hogere globale 
mrna translatie te leiden vergeleken met wild-type MnK1a. echter, overexpressie van 
MnK1as353D verhoogde de gevoeligheid van cellen voor rapamycine, zoals blijkt uit 
verminderde celdeling. omgekeerd resulteerde MnK1as353D expressie in een hogere 
metabole stressbestendigheid, hetgeen bleek uit een verminderde celsterfte onder 
omstandigheden waarin glucose beperkt was. Deze experimenten suggereren dat 
aMPK-MnK1a signalering als functionele as bijdraagt aan de regulering van celdeling en 
overleving onder stress. op moleculair niveau bleek dat erK aMPK-gemedieerde 
fosforylatie van MnK1a reguleert en deelneemt aan de vorming van een stabiel ternair 
aMPK-MnK1a-erK complex.
De tot nog toe onbekende chromatine-associatie van MnK1a en aMPK duidt op hun 
mogelijke betrokkenheid bij transcriptionele regulering van genetische informatie 
(Hoofdstuk 5). een toename van MnK1a in de celkern in reactie op metabole stress 
bleek aMPK-chromatine binding tot stand te brengen, waarbij ook erK een regulerende 
rol lijkt spelen. Binding van eiwitten met chromatine is vaak geassocieerd met 
transcriptionele controle. aMPK-MnK1a regelde de basale expressie van het immediate 
early gnene eGr1 en beide laten een fysieke interactie met het eGr1 eiwit op 
chromatineniveau zien. Dergelijke complexen zouden betrokken kunnen zijn bij de 
regulatie van de tweede (late) fase van een adaptieve transcriptionele respons of zou 
geassocieerd kunnen zijn met transcriptie-gekoppelde processen die adaptieve 
responsen regelen.
een aantal geselecteerde onderwerpen werd uiteindelijk besproken met betrekking 
tot de belangrijkste bevindingen in dit proefschrift (Hoofdstuk 6). De huidige kennis van 
eiF4e in de regulering van celdeling en -groei en de betrokkenheid van aMPK, MnK1a en 
mtor zijn hierin uiteengezet. De mogelijke betrokkenheid van MnK1a bij de regulatie 
van celgroei in relatie tot het moleculaire activeringsmechanisme is belicht. De rol van 
aMPK-MnK1 in cellulaire signaaloverdracht is uitgebreid besproken in de context van de 
remmende regulering tussen LKB1-aMPK en raf-MeK-erK. Dit hoofdstuk sluit af met de 
hypothese dat het aMPK-MnK1a-erK complex in de kern betrokken is bij (co)
transcriptioneel regulerende processes.
tot slot, dit proefschrift presenteert een nieuwe aMPK signalerings as naar MnK1a 
die celdeling en -groei regelt en levert hiermee nieuwe inzichten op met betrekking tot 
de functie van MnK1a; deze inzichten zullen bijdragen aan het verder onderzoeken en 
ophelderen van regulerende mechanismen van gen transcriptie en mrna translatie.
